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© Nouveau precede de preparation de microparticules lipldiques. 



© La presents invention a pour ^objet un precede de preparation de microparticules lipidiques d'aspect 
microcristallin d'une substance insoluble dans Teau presentant une affinite pour les phospholipides, et d'au 
moins un phospholipide, microparticules stables en suspension dans une solution aqueuse, caracterise en ce 
que : 

r- a) on dissout ladite substance et le ou lesdits phospholipides dans un solvant organique commun de ladite 
^ substance et du ou desdits phospholipides, 

^ b) on melange la solution de tadite substance et du ou desdits phospholipides a une solution aqueuse dans 
m une quantite telle qu'une insolubilisation sous forme de precipite se produit, 

c) on ^limine pour recuperet une solution aqueuse contenant les microparticules sous forme de microsuspen- 
QQ sions. 



a. 

UJ 
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La presente invention conceme un nouveau procede de preparation de microparticules lipldiques 
d'aspect microcristallin. 

Par "aspect cristaliln" on n'entend pas que la structure cristalline soit necessairement obtenue stricto 
sensus. 

5 Ce type de microparticules a 6\6 decrit par la Demanderesse notamment dans la demande de brevet 
europ^en n' 270 460. 

Plus precis§ment, il s'agit de microparticules d'une substance insoluble dans Teau pr^sentant une 
affinity pour les phospholipides et d'au moins un phospholipide. 

II faut entendre par "substance insoluble dans Teau" une substance peu ou pas soluble dans I'eau et 
10 par "substance presentant une affinite pour les phospholipides" un compos§ chimique plus particulierement 
capable d*interagir avec les phospholipides par voie physico-chimique. 

Ces microparticules offrent principalement Tavantage d'obtenir une microsuspension stable en solution 
aqueuse d'une substance par ailleurs insoluble en phase aqueuse, ce qui permet de Tadministrer 
notamment lorsquMI s*agit d'un medicament sous forme injectable bu pulvdrisable. 
75 En outre, vraisemblablement en vertu d'un effet de pilotage accrO notamment vers les macrophages 
d'une part, et d'un effet de liberation progressif de la substance active d'autre part, des preparations de 
microparticules donnent des resultats d'actlvite th^rapeutique et de toxicity nettement plus interessants que 
les vesicules lipidiques de type liposome. 

On a decrit dans la demande EP 270 460 un procede de preparation relativement complexe de ces 
20 microparticules inspire des precedes utilises pour la preparation des liposomes, 

Le precede decrit dans EP 270 460 comporte essentiellement les etapes suivantes : 

a) on evapore les solvants d'une solution de phospholipide dans le chloroforme et de ladite substance 
dans le methanol, 

b) on remet le film obtenu apres Evaporation desdits solvants en suspension dans une solution aqueuse 
25 apres agitation vigoureuse. 

Pour remettre le film obtenu & Tetape b) en suspension, ceci etait effectue par traitement aux ultrasons. 

Dans le cadre d'une application industrielle du procede, la complexite de celui-ci. avec notamment la 
presence d'une etape d'agitation vigoureuse et notamment de traitement aux ultrasons. constitue un 
inconvenient majeur. 

30 La Demanderesse a maintenant decouvert que ces microparticules pouvaient etre preparees par un 
procede beaucoup plus simple et avec un bien meilleur rendement. 

En particulier, selon le procede objet de la presente invention. I'etape de sonication est supprimee et 
Ton n'utilise plus de chloroforme pour solubiliser le phospholipide. 

En effet, la presente invention a pour objet un precede de preparation de microparticules lipidiques 
35 d'aspect microcristallin d'une substance insoluble dans I'eau presentant une affinite pour les phospholipi- 
des, et d'au moins un phospholipide, microparticules stables en suspension dans une solution aqueuse, 
caracterise en ce que ; 

a) on dissout ladite substance et le ou lesdits phospholipides dans un solvant organique commun de 
ladite substance et du ou desdits phospholipides. 
40 b) on melange la solution obtenue de ladite substance et du ou desdits phospholipfdes a une solution 
aqueuse dans une quantite telle qu'on observe une insolubilisation sous forme de precipite, 

c) on eiimine le solvant organique pour recuperer une solution aqueuse contenant les microparticules 
sous forme de microsuspensions. 

L'elimination du solvant organique peut se faire par evaporation, centrifugatlon ou ultrafiltration. 

45 La simplicite du procede selon la presente invention provient du fait que des complexes substance- 
phosphollpides sent vraisemblablement formes dSs la mise en presence des differents constituants 
resultant d'une interaction physico-chimique. L'apport de la solution aqueuse entraine la precipitation sous 
forme de microparticules desdits complexes. 

Selon la presente invention, on obtient des microparticules d'aspect, de structure et de taille similaires 

50 et des pTeparations de microparticules plus homogenes presentant meme des proprietes pharmacologiques 
avantageuses par rapport h des lots obtenus par le precede precedemment decrit dans EP 270 460. 

Compare & la preparation de liposomes et a la preparation des microparticules selon le procede 
anterieur. le precede selon la presente invention est beaucoup plus simple et plus economique. On obtient 
en particulier beaucoup moins de substances libres dans la solution finale et done un meilleur rendement et 

55 les preparations de microparticules obtenues ont une plus grande purete que celles obtenues par le 
precedent precede. Elles sent essentiellement depourvues d'amphotericine B libre ou de phospholipide 
libre. En outre, les microparticules obtenues sont aussi stables que celles obtenues par I'ancien procede et 
done beaucoup plus stables que les liposomes qui souffrent d'une instabilite qui en limite considerablement 




EP 0 418 153 A1 




les possibilites d'emploi. Uavantage du precede selon Tinvention est en effet aussi notable en termes de 
reproductibilite et d'homogen^ite des lots de multiparticules produits. La presente invention a done 
egalement pour objet des preparations de nnicroparticules obtenus par le precede selon ('invention 
caracterises en ce qu'elles sont essentiellement depourvues en substance active libre et en phospliolipide 
5 libre et que les microparticules sont de tallies homogenes. 

A titre de solvants organiques utiles dans le precede selon Tinvention. on peut citer plus particuli&re- 
ment les solvants de polarite intermediaire tels que le methanol, le dimethylformamide (DMF), le dimethyla- 
cetamide (DMA), ou le propylene glycol ou Tethanol. 

Comme solution aqueuse utile dans le precede selon ia presente invention, on utilisera avantageuse- 
70 ment Teau pure ou un tampon phosphate ou des solutions salines teiles qu'une solution de NaCI, par 
exemple a concentration de 0.5 & 1 %, par exemple 0,9 % (poids/volume) ou une solution de saccharose 
de 1 a 10 % (poids/volume), par exemple du lactose ou du glucose sont particuli&rement appropries en vue 
d'une lyophilisation ult^rieure. 

On cite en particulier une solution tampon phosphate 50mM pH = 7,a contenant 6% de lactose qui 
75 permet d'obtenir des preparations tr§s homogenes en tailie. 

Selon la presente invention, le rapport molaire phospholipide(s)/substance engages dans le precede 
peut etre compris entre 0.1 et 10. 

Comme on i'a vu, les microparticules selon Tinvention r^sultent vraisemblablement d'une complexation 
substance-phospholipide dans un rapport molaire voisin de 1/1. C'est pourquoi. si le rapport molaire est 
20 inferieur ou egal a 2. c'est-S-dire par exemple entre 0.5 et 2. de preference entre 0.5-1. on observe une 
interaction specifique avec production homogene optimum de microparticules dont la tailie moyenne est 
inferieure a 1 u. 

Dans les preparations de microparticules obtenues par le precede selon I'invention, la tailie des 
microparticules est homogfene et se repartit en general entre 0,5 et 2 u, certaines pouvant depasser cette 
25 fourchette mais restant entre 0.1 et 10 u. 

Comme phospholipides utiles dans le precede, on peut utiliser la phosphatidylcholine, la dimyristoyi- 
phosphatidylcholine (DMPC), la distearyl phosphatidyl choline (DSPC), la dipalmitoylphosphatidylcholine 
(DPPC), la phesphatidylethanolamine. la phosphatidylserine, la dipalmiteyl phosphatidyl serine (DPPS). la 
phsephatidylinesitel. la phesphatidylglycerol, la dimyristoyi phosphatidyl glycerol (DMPG), la distearyl 
30 phosphatidyl glycerol (DSPG), la 3'0-lysylphosphatidylglycerol, la diphesphatidyl glycerol, ou encore des 
esters de cholesterol, seuls ou en melange, cette liste n'etant bien entendu pas limitative. 

Selon invention, on utilisera de preference comme phospholipide de la phosphatidylcholine ou 
dimyristoyi phosphatidylcholine en melange avec du dimyristoyi phosphatidyl glycerol. La phosphatidylcho- 
line peut etre pr6paree k partir de lecithine de jaune d'oeuf, de soja hydrogenee ou non ou de tout autre 
35 source industrielle de lecithine. 

Certaines substances presentent une plus grande solubilite en solution organique dans un selvant 
denne lorsqu'en se trouve en milieu acide ou basique et sous forme de sel et qu'elles sent ionisees. 

Dans ce cas, on prepare avantageusement les microparticules selon ['invention de la mani^re suivante : 

a) en disseut ladite substance et le ou lesdits phospholipides dans leur selvant organique commun en 
40 milieu basique ou acide, 

b) on melange la solution obtenue avec une solution aqueuse pour obtenir un precipite. et on neutralise 
la solution par addition d'acide ou de base respectivement, la neutralisation pouvant se faire avant ou 
apres addition de la solution aqueuse. 

c) en elimine le solvant pour recuperer une phase aqueuse contenant les microparticules sous forme de 
45 microsuspensiens. 

On peut egalement laver les microparticules a I'eau par des cycles r6pet§s de centrifugation et 
d'elimination du surnageant afin d'^Iiminer le maximum de solvant organique. 

A retape a) , on introduira de fagon appropriee de 1 Si 1,5 equivalent de base ou d'acide le cas ech^ant 
par rapport a ladite substance, et on neutralisera par la meme quantite d'acide ou de base respectivement. 
50 On observe un debut de precipitation St I'etape a). 

Le precede selon I'invention est particulierement int^ressant pour preparer des microparticules de 
medicaments antimycetiques macrolides polyenes, tels que la nistatine et i'amphot^ricine B et leurs derives 
qui presentent egalement une activite antifongique. 

Lorsque dans le precede selon rinvention. ladite substance est ramphetertcine B, les meilleurs r^sultats 
55 ont ete obtenus en utilisant un melange de phosphatidylcholine (lecithine d'oeuf ou lecithine de soya 
hydrogenee) ou DMPC et de DMPG en rapports molaires variables de 5:5 a 9:1. 

Dans le cas ou la substance active est un macrolide de type polyene tel que I'amphotericine B ou la 
nystatine, lorsqu'elle est dissoute dans du methanol ou du propylene glycol, la solution initiale de la 
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substance et du phospholipide sera avantageusement une solution basique. par exemple une solution 
comportant de 1 k 1,5 equivalent de base tel que NaOH ou KOH par rapport ^ la substance active. On 
neutralise ult^rieurement la solution par addition de 1 & 1,5 Equivalent d'acide tel que HCI. L'equivalent 
represente en Tespece autant de moies de base ou d'acide que de moles d'amphot^ricine. 
5 Dans le cas oCi la substance active est un macrolide de type polyene tel que Tamphotericine B ou la 
nystatine et lorsqu'elle est dissoute dans une solution d'etlianol ou de DMF. avantageusement la solution 
initiale de la substance et du phospholide sera une solution acide, par exemple une solution comportant de 
1 ^ 1,5 equivalent d'acide tel que HCL par rapport k la substance active. On neutralise ulterieurement la 
solution dans le precede par addition de 1 & 1.5 equivalent de base tel que NaOH ou KOH. 
70 Lorsque le solvant est le DMA. on peut egalement avoir recours a une solution acide bien que cela ne 
soit pas obligatoire, la solubilite des macrolides polyenes tels que Tamphot^ricine B dans le DMA etant 
suffisante pour eviter Tutilisation d'un acide. II demeure que la solubilite de ramphotericine B est amelioree 
en solution acide dans le DMA. 

Dans certains cas, notamment lorsque relimination du solvant ne se fait pas par chauffage avantageu- 
15 sement de maniere a obtenir des microparticules plus stables, on chauffe le melange avant Telimination du 
solvant a Tetape c), par exemple 30 minutes h au moins 40* C, de preference 60* C. 

De m§me pour eviter un risque de degradation de la substance active en milieu acide ou basique, on 
pourra solubiliser en la refroidissant dans un bain de glace h I'^tape a). 

Le traitement des infections mycotiques causees par Candida et Aspergillus est difficile et habituelle- 
20 ment mal tolere. Peu de medicaments sont actifs centre ces deux types de microorganismes. 

Les antimycotiques macrolides poly&nes tels que la nystatine et ramphotericine B sont les produits ies 
plus utilises et caracterises par une activite tant sur Tespece Aspergillus que I'espfece Candida. 

Uutilisation clinique de ramphotericine B est tres fortement limit^e par deux inconvenients majeurs : 

- en premier lieu, sa grande insolubility qui necessite son administration en solution dans du desoxycholate 
25 de sodium, 

- en second lieu, la toxicite intrins§que de desoxychlotate qui s'additionne h ractivite toxique de ramphote- 
ricine B proprement dite et qui s'exerce surtout au niveau des reins et de la moelle osseuse. 

Cependant, quels que soient ses effets secondaires, cet antibiotique reste efficace dans les infections 
fongiques qui auraient un pronostic mortel sans ce traitement. Dans ce contexte, il est apparu important de 

30 diminuer la toxicite de ramphotericine B en modifiant sa penetration intracellulaire. 

En effet. un facteur tres important pour refficacite des antimycotiques en general, et pour ramphoterici- 
ne B en particulier, est la necessite d'induire une action antibiotique qui soit synergique avec celle des 
cellules hotes, responsables des defenses. anti-infectieuses de rorganisme. II a en effet ete demontre que 
les polymorphonucieaires et les macrophages peuvent mallriser avec succSs, des infections mycotiques 

35 dans la mesure ou ces cellules peuvent phagocyter les microoganismes et les controler dans ieur systfeme 
lysosomial. Des medicaments antimycotiques doivent des lors, non seulement reduire la multiplication des 
agents infectieux presents dans le milieu extracellulaire mals pouvoir exercer Egalement Ieur action k 
i'interieur des phagosomes et tysosomes de polymorphonucieaires et macrophages. Or, trfes peu de choses 
sont connues de la penetration intracellulaire des macrolides polyenes et tout laisse supposer par ailieurs 

40 que ces substances s'accumulent au niveau des membranes pericellulaires et ne parviennent 6hs lors a 
atteindre les compartiments lysosomiaux intracellulaires que grSce au flux membranaire de la surface vers 
les espaces intracellulaires. 

L'invention a apporte une solution k ces problSmes en proposant une nouveile forme galenique de 
ramphotericine B basee sur I'interaction de ce medicament avec la phosphatidylcholine pour former une 

45 suspension de microparticules evoquee ci-dessus. 

Cette formule galEnique permet en premier lieu d'administrer ramphotericine B sans avoir recours a du 
desoxycholate et elle permet de decroltre trfes significativement la toxicite aigue des produits aprfes injection 
intraveineuse. Ces microparticules ont la meme activite que ramphotericine solubilisee par du desoxychola- 
te centre des Candida extracelluiaires et sont plus actifs in vitro dans ies infections intracellulaires k 

50 macrophages. 

Les proprietc-3 des microparticules d'amphotericine B ont egalement ete comparees avantageusement h 
celles des liposomes contenant le meme macrolide polyene et qui sont egalement preconisees comme 
transporteur capable de reduire ies effets secondaires de ramphotericine. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention apparaltront k la lumifere de la 
55 description qui va suivre faisant reference k des figures. 

Les figures representent les courbes de stabilite de ramphotericine B en milieu acide et basique 

respectivement. a diverses concentrations et k temperature ambiante. 

Les figures 3^16 representent les profils de densite des centrifugatlons en gradient de sucrose pour 
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differentes fractions de preparation d'amphotericine B selon les procedures 1 a 14 respectivement. 



EXEMPLE 1 : Microparticule d'amphotericine B et de phosphatidylcholine 



1 . Solubilite de I'amphotericine B 

L^amphot^ricine B est une compose amphotere presentant ^ la fois une partie de sa structure qui est 
10 polaire (avec des groupes acide et des groupes amine) et une partie non polaire. Excepte dans le DMSO et 
le DMF, I'ampiiotericine B se dissout faiblement dans la plupart des solvants organiques. Toutefois, 
rionlsation des groupes acide et amine augmente sa solubilite (voir tableau 1) 



Tableau 1 

75 



Solubility de i'amphotericine B dans differents solvants 


pH 


H2O 


CH3OH 


Dimethylformamide 


neutre 


insoluble 


0,2-0,4 mg/ml 


2.0-4,0 mg/ml 


acide 


0,1 mg/ml 


3.0-5,0 mg/ml 


60,0-80,0 mg/ml 


basique 


0,1 mg/ml 


2.0-3,0 mg/ml 





25 

Deux lots differents d'amphotericine B ont ete utilises pour les tests decrits ci-apr^s : 

- amphotericine B pour application topique, 

- amphotericine B pour injection i.v. 



1.1 Solubilite de l*amphotericine B 


"grade topique" 




Solvant 


Solubilite 




(mg/ml) 


CH3OH 


0,13 


CH3OH + 1.5 eq. HCI 


5.00* 


CH3OH + 1,5eq.NaOH 


5.00 



* voir § 2.3 





1.2 Solubilite d'ampiiotericine B 


45 


"grade i.v." 






Solvant 


Solubilite 






(mg/ml) 




CHaOH 


0.150 


50 


CH3OH + 1,0eq. HCI 


5.00" 




CH3OH + 1.0 eq. NaOH 


5,00 



* dissolution voir § 2.3 



55 

L'acide acetique et Tammoniac NHa dans te methanol ne dissolvent pas Tamphotericine B (5 mg/ml 
dans CH3OH) apres addition de deux equivalents desdits reactifs. 
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2. Stabilite des solutions d'amphotericine B 



2.1 Methode 



La stabilite des solutions d'ampliotericine B a ete enregistree par analyse HPLC en utilisant une 
colonne a phase inverse (C18 Bondapak de 25 x 0,5 cm, Waters Associates). On a utilise comme eluant un 
systeme CHaCN/tampon acetate 10 mM, pH 7 (39:61), On a effectu^ Tenregistrement U.V. h 404 et 362 
nm. Le debit 6tait de 2 ml/min. Le temps de retention (R.T.) de Tamphotericine B est de 9.5 minutes. Des 
10 resultats ont et^ exprim^s comme le pourcentage de la surface des pics. 



2.2 Solutions de CH3OH neutre 

75 A une concentration de 0,1 mg/ml. ramphotericine B est stable pendant plusieurs jours h 4*0. 
L'amphotericine B grade topique a une purete de 88.5 % (contamination de 7.6 % avec un temps de 
retention de 4,5 minutes). 

L'ampiiotericine B de grade i.v. a une purete de 94,5 % (contamination de 3.5 % avec un temps de 
retention de 4,5 minutes). 



2.3 Solutions de methanol en milieu aclde 



Les essais avec ramphotericine B grade topique ont montr^ que le compost est stable a une 
25 concentration de 0.1 mg/ml en presence de 1.5 eq. de HOI dans la solution methanolique, mais se degrade 
dans ce milieu acide a une concentration de 5 mg/ml (voir figure 1). Les resultats HPLO obtenus pour une 
solution d'amphotericine B de 0.1 mg/ml sont reproduits dans le tableau 2 ci-apr^s. La neutralisation a ete 
effectuee par controle du pH. Uaddition d*un exces de NaOH n'affecte pas la stability du compost (tableau 
2). 

30 

Tableau 2 



Echantillon 


pH 


Amphot^ricine B 


Contamination 






(%)R.T. : 9.5 min 


(%)R.T.:4.5 min 


Ampho. B 0,1 mg/ml 


7,1 


89.1 


7.6 


id. + 1.5 eq. HCI 


3.7 


88.2 


7.7 


id. + 1.5 eq. NaOH 


7.1 


87.3 


8.1 


id. + exces de NaOH 


7.5 


87.3 


8.1 


id. + exc&s de NaOH 


9,5 


87.3 


8,1 



Afin d^etudier Teffet de I'addition de HOI sur la stabilite de ramphotericine B, des quantites croissantes 
d'amphotericine B (grade i.v.) ont ete dissoutes dans le methanol en presence d'un equivalent de HOI 
(solution methanolique). La degradation en milieu acide de la substance de ramphotericine B augmente 
fortement quand la concentration d'amphotericine B est superieure & 2 mg/ml (voir figure 1) et ceci meme 
quand raddition de HOI en solution methanolique a ete faite a O' 0 (avec une contamination de 31 %). Pour 
obtenir une solution d'amphot^ricine B/HCI a une concentration de 5 mg/ml sans degradation de ramphote- 
ricine B. ramphotericine B a ete dissoute dans du methanol en presence d'un Equivalent de HOI & une 
concentration de 2 mg/ml. Le solvant a ensuite Ete evapore et le sel d'acide de ramphotericine B a ete 
redissous dans le volume requis d'alcool. 



2.4 Solutions de OH3OH basique 



Des quantites croissantes d'amphotericine B (grade i.v.) ont ete dissoutes dans du methanol en 
presence d'un equivalent de NaOH (solution methanolique). Les solutions ont ete ensuite analysees par 
HPLO. Oomme il apparalt sur la figure 2, ramphotericine B a une bonne stabilite en solution methanolique 
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de NaOH jusqu'& une concentration de 5 mg/ml. La neutralisation avec de I'HCI nnethanolique n'a pas 
d'effet sur la stability du produit. 



3. Dosage de ramphotericine B 

Pour doser ramphotericine B par analyse U.V., la valeur E a et^ d^terminee en mesurant Tabsorbance 
a 404 nm pour des quantites croissante d'amphotericine B dissoutes dans du DMF. 
Uamphotericine B (mg/ml) : (Abs. / 49.8) x facteur de dilution. 

Des controles appropri^s ont montr^ que les phospholipides et le sucrose ninterferent pas avec le 
dosage de ramphotericine B. 



4. Preparation des microparticules 



4.1 introduction 

Dans le but d*ameiiorer la preparation des microparticules, differents precedes ont ete compares. 
Plusieurs parametres ont ete evalu^s : 

a) Taddition de NaOH ou HCI pour augmenter la solubilite d'amphotericine B dans le methanol, 

b) Teffet de la dissolution du phospholipide dans du chioroforme avant I'addition de la solution 
methanolique d'amphotericine B, 

c) Teffet de la formation d*un film de phospholipide pr^aiabiement a Taddition de la solution methanoli- 
que d'amphotericine B. 

La centrifugation en gradient de densite a 6\e choisle comme methode analytique pour determiner la 
quailte des microparticules. 



4.2 Materiels et methodes 



La L-alpha phosphatidylcholine a et^ pr^paree a partir de lecithine de jaune d'oeuf (purete : 99 %, 
masse molaire : 789) ou de soja. Uamphot6ricine B 6tait celle de grade i.v. (purete : 94 %, masse molaire : 
924). L'^vaporatiori a ete effectu^e en utilisant un evaporateur du type Buchi evaporateur rotatif (sauf 
indication contraire). 

* Precedes de preparation 

Toutes les preparations decrites ci-aprfes contenaient de l*amphotericine B a une concentration finale de 
5 mg/ml. 

Procedure 1 : Preparation de suspension d'amphotericine B 

25 mg d'amphotericine B on ete dissous dans du methanol (0,1 mg/ml). Le solvant a ete evapore et le 
residu sec a ete repris dans 5 ml d'une solution saline de tampon phosphate de pH 7.4 (PBS).L'echantlllon 
a ete sonique. 



* Materiels 



Procedure 2 : 



Les preparations de microparticules d'Amphoterlcine B ont ete realis6es en utilisant un evaporateur h 
film ascendant de QUICK FIT. 

Dans un erien de 5 Litres, on dissout 1 gramme d'Amphotericine B et 0,85 grammes de L-alpha- 
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phosphatidylcholine (egg lecithine purete superieure a 99 %) dans 1 ,5 litres d*un melange de chloroforme- 
methanol (1:1 en volume), auxquels on rajoute, quand la solution est limpide. 100 ml de NaCI 0,9 %. 

Les solvants sont elimlnes sous vide dans I'^vaporateur h film ascendant La temperature maximale de 
la solution, en haut de r^vaporateur est de 35" -45' C. Aprfes separation des phases, on r^cupere la phase 
5 aqueuse contenant les microparticules, que Ton soumet a un deuxieme cycle d'evaporation. 

Le syst&me est rincS a i'aide d'eau distiilee et le volume final est amene a 200 ml a i'alde d'un 
^vaporateur rotatif, dont le bain chauffant ne depasse pas 40** C. 

On recupfere generalement 82 a 86 % de Tamphotericine sous forme d'une suspension de microparti- 
cules a la concentration comprise entre 4 et 5 mg/ml. 

10 

Procedure 3 

25 mg d'amphotericine B ont ete dissous dans du methanol (5 mg/ml) en presence d'un equivalent de 
75 NaOH (205 ul d'une solution methanolique 0,132 M). 21,2 mg de phosphatidylcholine ont ete introduits 
dans le melange. Ceci correspond & un rapport molaire 1:1 entre ramphotSricine B et la phosphatidylcholi- 
ne. La preparation a ete agitee jusqu*^ complete dissolution. 5 ml de NaCI 0.9 % en polds ont ete ajoutes. 
La formation d'un precipite jaune est observ^e. Le melange est ensuite neutralise par addition d'un 
equivalent d'acide (30.7 ul d'une solution 0.88 M HCI dans le methanol). Le methanol a ensuite et4 evapore 
20 et le volume final a ete ajuste a 5 ml avec une solution de NaCI 0,9 % en poids. 



Procedure 4 

* 

26 21.2 mg de phosphatidylcholine ont ete deposes sous forme de film au fond d'un ballon de 500 ml par 
rotoevaporation du chloroforme d'une solution chloroformique du phospholipide. Le film a ete solubilise 
dans 250 ml d'une solution d'amphoterlcine B dans le methanol (25 mg h 0.1 mg/ml) et h nouveau evapore 
k r^vaporateur rotatif, jusqu'a obtention d'un film fin. Apres addition de 5 ml de solution PBS, le melange a 
ete Sonique pendant 0,5 heures. 

30 

Procedure 5 

Le meme precede que la "procedure 3" a ete suivi excepte le fait que le phospholipide 6tait dissous 
55 dans le chloroforme avant Taddition de la solution d'amphot^ricine B. Dans ce cas. aucun precipit§ n'a ete 
observe aprSs addition de la solution aqueuse PBS (2 ml). Toutefois un solide jaune precipite durant 
revaporation des solvants. 



40 Procedure 6 

Un precede identique a celul de la "procedure 4" a ete suivi en utilisant toutefois de la iecithine de soja 
a la place de la lecithine de jaune d'oeuf. 

45 

Procedure 7 



Une procedure identique a la "procedure 3" a ete suivie en utilisant de la lecithine de soja hydrogenee 
a la place de la lecithine de jaune d'oeuf. 

50 

Procedure 8 

Une procedure identique a la "procedure 3" a §t6 suivie en utilisant de I'eau a la place d'une solution 
55 de NaCI 0.9 %. 



Procedure 9 
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Une procedure identique a la "procedure 3" a ete suivie en utilisant un solution de lactose 5 % la 
place de la solution de NaCI 0,9 %. 



5 Procedure 10 

Une procedure identique a la "procedure 3" a ete suivie excepte le fait que seulement 1 ml d'une 
solution de NaCI 0,9 % a ete ajoute k la solution, Dans ce cas, la precipitation n'^tait pas complete lors de 
rapport de la solution aqueuse. Cette precipitation etait parachevee lors de ia phase de neutralisation, 

10 

Procedure 11 



M§me procedure que la "procedure 3" except^ que le melange a ei6 neutralist par addition d'un 
75 Equivalent de HCI en solution methanolique avant I'addition de la solution de NaCI 0,9 %. 



Procedure 12 

20 25 mg d'amphotericine B ont ete dissous en presence d*un Equivalent de HCI dans une solution 
methanolique a une concentration de 2 nng/ml dans le but d'obtenir une solution a 5 mg/ml de medicament 
sans trop de degradation. Le solvant a ete evapore et le composE dissous dans le volume requis de 
methanol. 21.2 mg de phosphatidylcholine de jaune d'oeuf ont ete introduits dans le melange. La 
preparation a ete agitee jusqu'^ complete dissolution. 5 ml de solution de NaCI 0,9 % ont ete ajoutes. La 

25 formation d'un precipite jaune a ete observee. Le melange a ete neutralise par addition d'un equivalent 
d'acide. Le methanol a 6x6 evapore et le volume final ajuste h5 ml avec une solution de NaCI 0,9 %. 



Procedure 13 

30 

Meme procedure que la "procedure 12" excepte que le melange a ete neutralise par addition d*un 
Equivalent de NaOH dissous dans du methanol avant Tadditron de la solution de NaCI 0,9 %. 



35 Procedure 14 

Meme procedure que la "procedure 13", excepte que le phospholipide a etE dissous dans le 
chloroforme avant I'addition de la solution d'amphotEricine B. Aucun precipite n'a EtE observE aprEs 
^addition de NaCI 0,9 % (2 ml). Un prEcipitE jaune apparaH durant revaporation des solvants. 

40 

Procedure 15 

Meme procedure que pour la "procedure 3" excepte que la lEcithine est remplacee par un melange de 
45 1,2 - dimiristoyi - sn - glycerol (3) phosphocholine (12,84 mg) et de 1.2 - dimiristoyi - sn - glycero (3) 
phospho (1) - rac - glycerol (5.59 mg). 



ProcEdure 16 

50 

2 g d'amphotEricine B en suspension dans 500 ml de mEthanol sont dissous par addition d*un 
equivalent de NaOH en solution dans le mEthanol. 1.7 g de lEcithine d'oeuf (1 Equivalent) sont ajoutEs a la 
solution limpide. Cette derniEre est agitee jusqu'^ dissolution complEte du lipide. Sous agitation Energique. 
raddition de 300 a 500 ml d'eau suivie de I'ajustement du pH de la solution a pH 7,8 entraine la 
55 precipitation des microparticules. Le mEthanol est EvaporE sous vide en utilisant un evaporateur film 
ascendant (Quick Fit). La tempErature maximaie au haut de la colonne d'Evaporation est de 35* S 45* C. 
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* Methodes 



Centrifugation en gradient de densite 



6 



(A. S. Janoff, LT. Boni, M.C. Popescu, S.R. Minchey, P.R. Cullis, T.D. Madden. T. Taraschi, S.M. Gruner. E. 
Shyamsunder, M.W. Tate. R. Mendelsohn, and D. Bonner. Proc. Nat. Acad. Sci USA 85 , 6122-6126 (1988) 

10 500 m d'un echantillon ont ete deposes sur un gradient de sucrose continu (d = 1.0 & 1.18 g/ml) dans 
une solution de NaCI 150 nnM/Hepes 20 mM, pH 7.4. Le gradient a ete centrifuge pendant 21 heures a 
22* C dans un rotor SW-41 (Beckman) a 230 000 x g. Apres centrifugation, le gradient est fractionne en 
fraction de 0.53 ml et dose quant au continu d'amphotericine B et de phospholipide. 

75 

Dosage du phospholipide 



(M. Takayama. S. Itom. T. Nagasaki. I. Tanimizu. Clinica Chimica Acta. 79 (1977) 93-98 "A new Enzymatic 
20 method for determination of serum chollne-containing phospholipids") 

Classiquement. 20 ul d'un echantillon ont ete melanges avec 3 ml d'une solution d*enzyme (Boehringer 
Mannheim GmbH, kit 691844) et incubes & 37''C pendant 10 minutes. Uabsorbance de I'echantillon a etd 
mesuree & 500 nm. La solution de chlorure de choline (correspondant & 3 mg de PC/ml) a 6\6 utilis^e 
25 comme temoin. 



4.3 Resultats 

30 

4.3.1 Determination de phospholipide dans les microparticules 

Des microparticules ont ete prepar^es a partir de 4.15 mg de lecithine d'oeuf et 5 mg d'amphotericine 
B. Les microparticules ont et^ mises en suspension dans une solution de Doc 1 % et ont ei6 dosees quant 
35 a leur contenu total en phospholipide. 

Plusieurs dilutions de microparticules ont ete preparees dans une solution de Doc 1 % pH 11,3 et 
dosees quant k leur contenu en phospholipide. Le dosage est precis a partir de 0.1 mg de 
phospholipide/ml jusqu'a au moins 5 mg/ml. 

40 

4.3.2 Precision des profils de densite 

Un gradient de saccharose de 0 a 41 % en poids de sucrose a ete obtenu en utilisant un generateur de 
gradient LKB (volume total : 11 ml). Le tube a et6 fractionne en aliquots de 0.53 ml et la densite des 
45 differentes fractions a ete determinee par gravimetrie. II apparalt un gradient lineaire qui s'etale de 1 S 1,18 
g/ml. Une experience de controle a montre que le profil de density est le meme aprfes centrifugation de 230 
000 X g. 



50 4.3.3 Dosage de phospholipide et Tamphotericine B dans les microparticules obtenues selon les procedures 



Comme il apparaTt au tableau 3 ci-apr&s. Tamphotericine et le phospholipide sont recuperes k peu prfes 
compifetement quel que soit le precede suivl. 

65 
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Tableau 3 



Echantillon 


Phospholipids 
mg/ml 


%' 


Amphotoerlcine 
mg/ml 


%* 


1 


0.00 




4,15 


83,0 


2 


3,99 


n.d." 


n.d. 


n.d. 


3 


4,64 


109.0 


4,74 


94.8 


4 


4,24 


99,8 


4,46 


89.2 


5 


5, 05 


118,8 


5.06 


101,2 



* exprim^ en pourcentage de !a valeur theorique 



valeur theorique non disponible 



75 



4.3.4 Profil de densite des centrigugations en gradient de sucrose 

20 Las figures 3 a 16 montrent des profiis de density de sucrose isopycniques de 14 preparations 
d^amphot^ricine B. Les microparticules obtenues dans les procedure 3 et 10 (figures 5 et 12 respective- 
ment) donnent lieu h des profiis de densite dans lesqueis I'amphotericine B est etroitement associe h la 
phosphatidylcholine dans une unique bande (1,13-1.15 g/ml). Les couches sont minces et sont nettement 
distanles du fond du tube. Le rapport molaire amphotericine B/phosphollpide et la densite de ces bandes 

25 uniques suggferent que Ton a bien a faire h un complexe d'amphot^ricine B/liplde. Les iargeurs de couches 
de microparticules et les rapports molaires amphotericine B/phospholipldes observes pour ces diff^rentes 
procedures sont report^s au tableau 4 ci-aprds. 

Dans la procedure 1 (figure 3), ramphotericine a migre au fond du tube. Ce rSsultat indique que la 
centrifugation de gradient de densite est utile pour distinguer des microparticules d'amphotericine 

30 B/phospholipide d'agregats d'amphot^ricine B libre. 

Les microparticules obtenues selon la procedure 5 (figure 7), la procedure 6 (figure 8) et la procedure 
14 (figure 16) ont montre une distribution de density bimodale tr&s proche. La grande majorite de 
ramphotericine B etait situee au fond du tube avec une partie du lipide. Les phospholipides restants 
flottaient sous forme de couche opalescente Pour ces echantlllons, il est difficile de demontrer la presence 

35 de microparticules. 

Les resultats obtenus avec des lecithines de soja et de soja hydrogenes (procedure 7, figure 9 et 
procedure 8, figure 10 respectivement) sont tres proches de ceux observes avec les microparticules 
obtenues selon les procedures 3 et 10. mais les microparticules sont legferement moins homogfenes. 

Les microparticules ont 6\e obtenues quand on a ajout§ une quantity inferieure de NaCI 0,9 % 
40 (procedure 11. figure 13), quand la neutralisation intervenait avant raddition d© la solution aqueuse NaCt 0,9 
% (procedure 13, figure 15) ou quand ramphotericine B etait dissoute dans un milieu acide (procedure 14, 
figure 16). 



45 



50 
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Tableau 4 



Procedure 


Largeur de 


Rapport molaire 




couche (cm) 


AmphoB/phospholipide ** 


1 

2 


OA 


1.37 


3 


0,1 


1,15 ± 0.04 (n = 4) 


4 






5 






6 


0.6* 


1,04 


7 


0,4* 


0.87 


8 


0.8 


0 99 


g 


0.1 


0.97 


10 


1.3 


0.97 


11 


0.8 


0.74 


12 


0.4 


0,87 


13 


0.3 


0.82 


14 







' mesure apres lyophilisation 

** rapport calcule pour la fraction de gradient contenant la quantite la plus 
important de microparticules 



25 



5. Lyophilisation 

30 Les microparticules sont conservees sous forme lyophilisee. la reconstitution apres lyophilisation de la 
suspension de microparticules en solution auqueuse conduit a des particules presentant les memes 
caracteristiques physicochimlques et biologiques qu'avant ia lyophilisation. 

Afin de conserver Tint^grite des microparticules, la lyophilisation doit se faire en presence de divers 
excipients tels que le glucose, le lactose, tampon phosphate, tris, albumine, carboxym^thylcellulose. 



8. Conclusions 



Les preparations les plus homog§nes ont ete obtenues suivant les procedures 3 et 10, c'est-a-dire 
40 dissolution de ramphotericine B a une concentration de 5 mg/ml en presence d'un equivalent de base, 
utilisation de phosphatidylcholine de jaune d'oeuf et addition de solution de NaCI 0.9 % ou de lactose 5% 
(1 ml pour 5 mg d'amphotericine B) avant neutralisation du melange. La preparation & base de lecithine de 
soja ou de lecithine de soja hydrogene etait l^gerement moins homog^ne. 

Des microparticules ont aussi ete preparees par neutralisation du melange avant ['addition de la solution 
45 NaCI 0.9 % ou par dissolution de I'amphotericine dans le methanol en utilisant un equivalent de HCI. Selon 
cette dernifere procedure, le melange a etS neutralise avant ou aprfes Taddition de la solution NaCI 0,9 %. 
Dans toutes ces preparations, les microparticules etaient moins homogSnes comme le montre la centrifuga- 
tion en gradient de sucrose. 

Aucune microparticule n*a ete obtenue quand du chloroforme etait utilise pour preformer un film de 
50 lecithine de jaune d'oeuf ou pour dissoudre le phospholipide avant I'addition de la solution methanolique 
basique d'amphotericine B. 



EXEMPLE 2 : Microparticules preparees avec d'autres solvents 

55 



A) Utilisation du DMF 
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50 mg d'amphotericine B sont dissous a o'C dans 1 ml de dimethyiformamide en presence d'un 
equivalent d'HCI dans le methanol (47 ul d'une solution 0,87 M) 42,5 mg (1 equivalent) de phosphatidylcho- 
line sont introduits dans la solution. La preparation est agitee jusqu*a complete dissolution. I'addition dM ml 
d'eau entraine la precipitation des microparticules. La solution est neutralis^e par addition d'1 equivalent de 
5 NaOH. La dimethyiformamide est elimin^e en majorite par trois cycles de centrifugation-elimination du 
surnageant et resuspension en solution aqueuse. 




B) Utilisation du propane diol 1 .2 

70 

1 g d^amphotericine B est dissous dans 250 mi de propane diol 1.2 (4 mg/ml) en presence de 1 
equivalent de KOH (10 ml d'une solution a 0.1 M de KOH dans rethanol). 850 mg de phosphatidylcholine 
en solution dans 3 ml d'ethanol sont introduits dans la solution ; ceci correspond a un rapport molaire 1 :1 
entre ramphotericlne B et ia phosphatidylcholine. La solution est agitee a 800 tours/minute a temperature 
75 ambiante et neutralis^e a Taide de 10 ml de HCI 0.1 M (1 Equivalent). 250 ml de H2O sont ajoutes au 
melange entraTnant la precipitation des microparticules. L*eiimination du propane diol 1.2 a ete conduite par 
filtration tangentielle. 



20 C) Utilisation du dimethylacetamide (DMA) 

La solubilite de ramphotericlne B dans le DMA (6 mg/ml) est suffisante pour eviter I'utilisation d'une 
base ou d'un acide. 

300 mg d'amphotericine B sont dissous dans 50 ml de DMA (6 mg/ml). 255 mg de lecithine d'oeuf 
25 dans rethanol (1 ml) sont ajoutes a la solution. Le melange est agite a 1000 tours/minute et 75 ml d'eau 
sont ajoutes au melange entraTnant la precipitation des microparticules. Le DMA est elimine par centrifuga- 
tion vu rincompatibilite des membranes de filtration avec le DMA. 



30 Centrifugation en gradient de sucrose 

La centrifugation sur gradient de sucrose montre pour les preparations obtenues dans la DMF. le 
propane diol 1.2 et le DMA, une bande situ^e a mi-hauteur du tube et caracterisee par un rapport molaire 
amphotericine B/phosphotipide compris entre 0.8 et 1 ,4. 
35 Aucune trace d'amphoterlcine B libre ou phospholipide libre n'est observee. 



EXEMPLE 3 : Microparticules d'ampiiotericine B et de divers melanges de pliospholipides. 



40 

EXEMPLE 3-1 

1 gr (1.1 mmole) d'Amphotericine-B a ete dissous dans 250 ml de methanol refroidi dans un bain de 
glace en presence d'un equivalent de NaOH. Un m6lange de 0,367 g. (0.5 equivalent) de DMPO et 0.373 g. 
45 (0,5 equivalent) de DMPQ en solution dans 80 ml de methanol a ete ajoute h la solution d'Amphotericine-B 
refroidie dans un bain de glace. Le rapport molaire Amphotericlne-B phospholipides est de 1 : 1. Les 
microparticules ont ete obtenues par precipitation apres addition de 300 ml de tampon phosphate 50mM pH 
7.8, 6% lactose et neutralisation du melange. Le melange est chauffe durant 30 minutes a 60'C et le 
methanol est elimine par evaporation sur film ascendant. 

50 

EXEMPLE 3-2 

M§me precede que celui decrit dans I'exemple 1 mais en partant de 0.35 equivalent de DMPC et 0,15 
55 equivalent de DMPG calcuiesl par rapport h rAmphotericine-B. Le rapport molaire Amphotericine-B- 
phospholipides est done de 2 : 1 , 
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EXEMPLE 3-3 

Meme precede que ceiui decrit dans rexemple 1 mais en partant de 0,75 Equivalent de DMPC et 0,08 
equivalent de DMPG calcules par rapport h rAmphoterlcine-B. Ce qui correspond k un rapport molaire 
5 Amphotericine-B-phosphollpides de 1 ,2 : 1 . 



EXEMPLE 3-4 

10 Meme precede que celui decrit dans Texempie 1 mais en partant de 0,7 equivalent de lecitliine d'oeuf 
et 0.3 equivalent de DMPG calcule par rapport h rAmphot^ricineb-B. Ce qui correspond h un rapport 
molaire Amphotericine-B-phospliolipides de 1 : 1 . 



15 EXEMPLE 3-5 

Meme precede que ceiui decrit dans Texemple 1 mais en partant de equivalent de lecithine de soja 
hydrogenee et 0,3 equivalent de DMPG calcule par rapport k rAmphot^ricine-B. Ce qui correspond k un 
rapport molaire Amphotericine-B-phospholipides de 1 : 1 . 

20 

EXEMPLE 3-6 

1,85 g (2 mmoles) d*Amphotericine-B ont ete dissous dans 500 ml de propane diol 1,2 en presence 
25 d'une equivalent de NaOH (200 ul d'une solution NaOH 10N). Une solution contenant 0,45 g (0.33 
equivalent) de DMPC et 0.46 g (0.33 equivalent) de DMPG en solution dans 100 ml de propane diol-1.2 a 
ete ajoute a la solution d*Amphotericine-B. La mise en solution du DMPG dans le propane diol-1.2 se fait 
par chauffage de la solution a 60\ Le rapport molaire Amphotericine-B-phospholipides est de 1,5 : 1. 

Les microparticules ont eX6 obtenues par precipitation apres addition d'un litre de tampon phosphate 
30 50mM pH 7,8, 6% lactose et neutralisation du melange (addition de 2 mi d'une solution HCI 1 N). 

Aprfes chauffage du melange durant 30 minutes & 60* C. le propane diol-1.2 est EliminE par filtration 
tangentieile. 



35 EXEMPLE 3-7 

Meme precede que celui decrit dans Texemple 6 mais en partant d'un rapport molaire Amphot^ricine- 
B-phosphoIipides de 2 : 1 . 

40 

EXEMPLE 3-8 

Meme precede que celui decrit dans I'exemple 6 mais en partant d'un rapport molaire Amphot6ricine- 
B-phospholipides de 1 : 1. 

45 

EXEMPLE 3-9 

Meme precede que celui decrit dans Texemple 6 mais en partant de 0.35 equivalent de DMPC et 0.15 
50 Equivalent de DPPS. Ce qui correspond a un rapport molaire Amphotericine-B-phospholipides de 2 : 1 . 



EXEMPLE 3-10 



55 1.85 g (2 mmoies) d'Amphotericine-B ont ete dissous dans 400 ml d'Ethanol refroidi dans un bain de 
glace en presence d'un equivalent de HCI (2 ml d'une solution HCI 1 N). Une solution contenant 0,45 g 
(0.33 equivalent) de DMPC et 0,46 g (0.33 Equivalent) de DMPG en solution dans 100 ml d'Ethanel 
contenant 2 ml de HC1 1 N a ete ajoute k la solution d'Amphotericine-B refroidie dans un bain de glace. Le 
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rapport molaire Amphotericine-B-phospholipides est de 1,5 : 1, Les microparticuies ont ete obtenues par 
precipitation apr§s addition sous agitation d'un litre d'eau at neutralisation du melange (addition de 4 ml 
d*une solution NaOH 1 N). Apres chauffage du melange durant 30 Min h 60* C, rethanol est elimin^ par 
filtration tangentielle ou par evaporation sur film ascendant. 

5 

EXEMPLE3-11 



1,85 g (2 mmoles) d'Amphotericine-B ont ete dissous dans 400 ml d*6thanol refroldi dans un bain de 
10 glace en presence d*un equivalent de HCI (2 ml d'une solution HCI 1 N). Une solution de 2,85 g (3 
Equivalents) de valerate de cholesterol et 0,689 g (0,3 equivalent) de DMPG dans de Tethanol contenant 2 
ml de HCI 1 N est ajoute S la solution d'Amphotericine-B refroidie dans la glace. Le rapport molaire 
Amphot#ricine-B-lEcithine est de 0,3 : 1. Le melange est agitE energiquement et les microparticuies sont 
obtenues par precipitation apres addition d'un litre d'eau et neutralisation du melange (addition de 4 ml de 
75 NaOH 1N. Apr&s chauffage du melange durant 30 minutes ^60* C, rethanol est elimine par filtration 
tangentielle ou sur film ascendant. 

Ces preparations des exemples 3-1 & 3-1 1 sont homog&nes. montrent une absence d'effet hemotytique, 
une activity in-vitro sur Candida tropicalis §gaie ou legerement supErieure St celle de la fungizone et une 
diminution de la toxicity mesuree in-vivo sur des souris 0F1 en comparaison St celle de la Fungizone. On 
20 observe dans certains cas une LD50 sup^rieure a 30. 

Lutilisation de DSPC, DSPG et DPPS conduit a des preparations tr^s homogSnes de microparticuies 
presentant une bonne activite in-vitro sur Candida tropicalis (ED50 Egale ou legerement meilleure que la 
Fungizone) et montrant meme une diminution de la toxiclte aigue determinee in-vivo sur souris 0F1 et 
comparee a I'Amphotericine-B utilis6e sous forme de Fungizone, 

25 

TABLEAU 5 



LD50 des 


preparations 


correspondants aux 


exemples 1 & 11 


Etudes conduites sur 


souris 0F1 


EXEMPLE 


LD50 


1 


28,06 


2 


>30 


3 


27,06 


4 


>30 


5 


>30 


6 


29,5 


7 


217 


8 


29,5 


9 


19 


10 


>30 


11 


>30 



Revendlcations 

1. Precede de preparation de microparticuies lipldiques d'aspemicrocristaliin d*une substance insoluble 
55 dans I'eau presentant une affinite pour les phospholipides, et d'au moins un phospholipide, microparticuies 
stables en suspension dans une solution aqueuse, caract^risS en ce que : 

a) on dissout ladite substance et le ou lesdits phospholipides dans un soivant organique commun de 

iadite substance et du ou desdits phospholipides. 
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b) on melange la solution de ladite substance et du ou desdits phospholipides k un© solution aqueuse 
dans une quantite telle qu'une insolubilisation sous forme de precipite se produit, 

c) on elimine le solvant pour recuperer une solution aqueuse contenant les microparticules sous forme 
de microsuspensions. 

5 2. Precede selon la revendication 1 . caracterise en ce que le rapport molaire entre le ou les phospholipides 
et ladite substance est inferieur a 2, de preference compris entre 0.5 et 1 . 

3. Precede selon Tune des revendications prec^dentes. caracteris6 en ce que ladite substance est choisie 
parmi les agents antimycotiques, macrolides polyenes. 

4. Precede selon la revendication precedente, caracterise en ce que ladite substance est choisie parmi la 
10 nystatine. ramphot^ricine B et leurs d^riv^s antifongiques. 

5. Precede selon Tune des revendications 1 k 4, caracterise en ce que le phospholipide est choisi parmi la 
phosphatidylcholine, la dimyrlstoylphosphatidylcholine *DMPC). la disteearylphosphatidylcholine (DSPC), la 
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), la phosphatidyiethanolamine, la phosphatidylserine. la dipalmitoyl- 
phosphatidyl serine (DPPS), la phosphatidylinositol, la phosphatidylglyc^rol, la dimyristoyi phosphatidyl 

75 glycerol (DMPG), la distearyl phosphatidylglycero! (DSPG), la s'-O-lysylphosphatidylglyc^rol. la diphospha- 
tidylglycerol, ou encore des esters de cholesterol.seuis ou en melange. 

6. Precede selon Tune des revendication pr^cedentes. caracterise en ce que te phospholipide est de la 
phosphatidylcholine ou une dimyristoyiphosphatidylcholine en melange avec de la dimyristoylphosphatidyl- 
glycerol en rapport molaire 5:5 a 9:1. 

20 7. Precede selon Tune des revendications precedentes. caracterise en ce que le solvant organique de la 
solution de phospholipide et de ladite substance est choisi parmi les solvants organiques de polarite 
intermediaire tels que le methanol, le DMF. le DMA. le propylene glycol ou I'ethanol. 
8. Precede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que la solution aqueuse est de 
I'eau pure, une solution saline ou une solution de saccharide. 

25 9. Precede selon la revendication precedente, caracterise en ce que la solution aqueuse est une solution de 
lactose de 1 & 10 % en poids. 

10. Precede selon Tune des revendication 8 ou 9. caracterise en ce que la solution aqueuse est un tampon 
phosphate 50mM pH = 7.8 contenant 6% de lactose. 

11. Precede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que lorsque la substance 
30 presente une plus grande solubilite en solution organique quand elle est ionisee par un acide ou une base 

a) on dissout ladite substance et le ou lesdits phospholipides dans leur solvant organique commun en 
milieu basique ou acide. 

b) on melange la solution obtenue avec une solution aqueuse pour obtenir un precipite, 

c) on neutralise la solution par addition d'acide ou de base respectivement. 

35 d) on eiimine le solvant pour recuperer une phase aqueuse contenant les microparticules sous forme de 
microsuspensions. 

12. Precede selon la revendication 10. caracterise en ce que ladite substance est choisie parmi les agents 
antimycotiques, macrolides du type polyenes tels que I'amphotericine B ou la nystatine et a retape a) est 
dissoute dans une solution methanolique ou une solution de propylene glycol en milieu basique ou dans 

40 une solution de DMF ou d*ethanol en milieu acide. ou encore dans une solution de DMA en milieu neutre 
ou acide. 

13. Precede selon Tune des revendications 11 ou 12. caracterise en ce qu'a I'etape a) la quantite d'acide 
ou de base utilisee est de 1 & 1,5 equivalent d'acide ou de base par rapport k la quantite de substance 
active, et a retape c) on neutralise avec une meme quantite de base ou d'acide respectivement. 

45 14. Precede selon Tune des revendications 1 & 13, caracterise en ce que on chauffe le melange avant 
retape d). 

15. Microparticule obtenue par un precede selon Tune des revendications precedentes. constituee par ladite 
substance et le ou lesdits phospholipides. 

16. Preparation de microparticules obtenue par le precede selon Tune des revendications precedentes, 
50 caracterisee en ce qu'elle est essentiellement depourvue en substance active libre et en phospholipide libre 

et que les microparticules sont de tallies homog^nes. 
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